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 光合土、ヒ細菌の哩っであるRhoδ・op8eu,mOna・sεpheroid・6eゐニポルフイリン合成能が高
 いため、ポルフィリン生合成研究のすぐれた材孝キである。ポルフィリン生合成はコハク酸GOA
 とグリシンの縮合によって第一の中鱒体であるδ一アミノレグリン酸となることで始まるが,水
 芸1ヱむいてはその際のグリシンの・供禽系が問題となっていた。すなわち本菌にむいてはグリシン
 は他の→没生物とはことなってグ1;オキシル厳にアミノ基が転移してグリシンとなる反応が主で
 あることが歪962年立木β訂地によって見出された。さらに同年,坪井撃菊地は本菌には次の
 形式でリンゴ酸を解裂してグリオキシル酸を作る新しい酵素系の存在することを発見し.た。
 ムτIP3GO蕊
 リンゴ酸;=:'二=二酢酸eoA十グリオキシル酸
 坪井}菊地はこの反応を詳細に解析してン上記反応は実際には次の2つ(つ反応よ9成P立って
 しへるも⊂)と葦ジ着したlo
 リンゴ酸十〇〇A十ATP;ニリンゴ緩GOA十ADP十pi・・・・・・・・………・・』…(1)
 リンゴ酸OOAしご酢酸GOA十グリオキシル酸・…………・・…・・一・・……・・…(2)
 第荘段反応を解嫁する酵素はリンゴ酸eOA合成酵素ma■y■一eOA8y'n七he七a8e(エ・一
 m`丘ate;coA■iga8e(ADP)),第2段の反応を触媒する酵素は1」ンゴ酸eOA解裂酵
 素と名付けられた。項輪文は第4段の反応を特異的に触媒する酵素の分離,精製とその性質に関
 する研究の報告である0
 1)リンゴ酸GOA合成酵素の精製
 LascheUesのS培地に嫌気光条件で96時間培養したRhOdopee・UlnOn銑s8Phe-
 roiaesを音波破壊後}分離用超遠心機によウ75,00Q×G上清を得,これを第1回硫安分
 瓢透析,プロタミン処理・燐酸カルシウムゲル処理}第2回蛋蔽分画を順次行い・最後に
 ユ…]2逼燐酸緩衝液pH6・8に透析する。この部分的精製酵素についてDEAEセルローズカラム
 ク・マトグラフイーを行った。このように精製され.た酵素標品の活性はリンゴ設ハイドロキサメ
 ート生成を指標とした測定法では1.84μmOユeハイドロキサメート/解.protein/houヱ
 であう}糧酵素標品である75,000XG上清:ての比活性は臼.052であった。この1情製酵素標品
 には舞ccmyユーσ吐synthetase・malicαehydrOgen£86,fU」narase,
 皿a■icenオyme等の活性はなかった、〕
臼『
〕一
 2)リン焼餅。∫冶戒酵素によ炉i:撫ざ鴻リンご、収ハノli・4ヤナメート登二,....沁む1
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 この酵素はリンゴ酸,ATP.GeA.逼9の共存する条件でリンゴ爆ハイドロキサメートの生
 成を触媒するが,それらのうちどの因子がかけてもハイドロキサメート生成反応は成立しない。
 この反応におけるヒドロキシルアミン要求慶,反応時間経過,酵素量との関係,至適pE章それ
 にL一リンゴ鹸7ATP,eOA等との濃度の関係を観察することによ鮎反応機構を推定した。
 5)リンゴ酸GOA合成酵素によ頻蛎1、竺されるATP-32P交換反応
 十十32
 リンゴ酸,ATP,COA・3{9,Piをリンゴ酸OOA合成酵素と共にインキュベートすると,
む むき
 ATPとPiの間に交換反応がおこってATPが生成する。この交換反応にむいてもリンゴ酸
十十
 eOA・AT鳥M9のうちのどの因子が欠けても交換反応は行われず,そり反応時間経過,酵素
 量との関係・至適pH・L一リンゴ酸との関係はハイド・キサメート生成反応のそれと全く同じ
 である。またこの交換反応にゴ∋けるアデニンスクレオチドを反応停止後,ダマエックスエ(蟻酸
お
 
 型)カラムクロマトグラフィーで分析した結果,P活性はATIPにだけ取り込まれていること
 が判明した0
 4)リンゴ酸GOA合成酵素の可逆性
 
 
 この酵素がATP-P交換反応を触媒することからもこの酵素反応の可逆性が推測されるが,
 さらにS(hy'droxy)一su・ccinyユーN一(Oapryユy'1)一Cy8七eamineから化学的
 に合成したリンゴ酸GOAを基質にして次の反応を起さしめた。
 32_:」、32
 リンゴ酸COA十ADP十pi;士リンゴ嵌十COA十ATP
き
 
 その際生成されるATPをダウエツクスエ(蟻酸型)カラムクロマトグラフィーにより分離
 し,260挽μの吸光度と放射能活性の両方を定量比較することにより,この酵素の可逆性をよ
 シ明確に証明することが出来た。
 以上の実験結果からリンゴ酸解裂反応はリンゴ酸OOAを活性中間体とするリンゴ酸COAの合
 成と鍵裂の2段からなる反応であることが確認された。このリンゴ酸00A合成酵素はL一リン
 ゴ酸のみに特異的に作用し,生成されたリンゴ酸GOAはβ位にhy'droxyユ基をもつことも明
 らかにされた。本酵素の1信用機序はコハク酸COA合成酵素むよびシトラマル酸GOA合成酵素
 と類似であり,またリンゴ酸解裂が活性中間体の存在を経て行われる点ではクエン酸解裂反応と
 類似であるo
 審査結果の要旨
 ポルフィリン生合成に関係する新しい酵素系として光合成細菌中に見出されたリンゴ酸解裂反応
 のうち,著者は特にその第1段の反応を触媒するリンゴ駿CoA合成酵素の分離,精製とその性質
 に関ずる研究を行っている。すなわち先づ本酵素を菌の無細胞抽出液より比活性60倍に精製,こ
 の精製酵素を用いて1」ンゴ酸,ATP,OoA,M8++の共存する条件でリンゴ酸'・イド・キサ
 メートの生成を指標として反応機構を解析した。またリンゴ酸,ATP,GoA,M8+需52Pi
 を酵素と共にインキュベートしてATPとも2P上の間に交換反応を行わせ,52P活性はATPに
 だけ取り込まれていることを証明した。さらにS(hydroxy')一6uccinyl-N一(Capryly工)
 一cy8七eamineか射ヒ学的に合成したリンゴ酸OoAを基質にして52Pの取り込み実験を行い・
 この酵素反応の可逆性をより明確に証明している。
 以上の実験結果からリンゴ酸解裂反応はリンゴ酸GoAを活性中間体とする11ンゴ巌CoAの合
 成と1路裂の2段からなる反応であることが孔菰忍され,さらにリンゴ賦GoA合成仁.蔀はL一ηンゴ
 確のみに特異的に作刀し・生成されたηンゴ戯σoAはβ位にhy邑roXyユ基をもつことも明らか
 にされたン涛これは従ダ抹知の本酵素の性質を確立したもので・充分学位授与に値するとした。
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